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Verfahren und Vorrichtung zum Benetzen eines 

mit einer Flttssigkeit 



Technisches Gebiet 



Die Erflndung betrifft ein Verfahren und sine Vorrichtung zum Benetzen m*» 
Substrats mit einer FlUssigkeit, sowie ein mit dem emndungsgemaAen Verfah 
ren herstellbares flQssigkeitsbenetztes Substrat. 



Stand derTeohnik 



n»s Benetzen eines Substrats mit einer Fltlsslgkeit hat breite Anwendung in 

T M -rte n for die Biowissenschaften, die Medizintechnrk und d,e Sensonk 

Jahren neben den kiassischen iith^raphischen M e- 
ZZZ** Benetzungsverfahren zunehmend an Bedeutung. 

sen s.ch grob m zwe. K.a ^ Kon . 

Benetzungsvorrichtung mrt dem Substrat, una 



takt. 



0 



""^.>J.««'---««-" vi ~""" d h ;" „ 

Kontakt mit dem zu bearbertenden Substrat g 
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dem zu bearbeitenden Substrat gebrach, und so der Obemaohe erne latere a 
ohemisohe Struktur aufgepragt Bne gro 6 e Sohwiedgkett dieser Teohmk ,st 
die Peaiisierung eines gieiohfdrmigen Kontakts zwischen Stempe. und Sub- 
strat der for das Geiingen bzw. die Quanta, von entsoheidender Bedeutung 



ist. 



10 




15 




N eben diesen strukturierten Stempein gibtes im Stand derTeoh n,k ven^e- 
dene Vorrichtungen zum Platzieren von FlOssigkeitstropfen auf em Substrat 

Kaplren, Hinge Oder Pinzetten, die hauptsachiioh a,s M od M ka - 
In des Druekens von Tinte au, Papier entstanden sind. Hierbe, w,r 
rtchtung in die zu Ubertragende FIQsskjkeit getauoht, so dass sioh Matena 
ofertragt. Dieses Matertai wird mi, der Vorriehtung au, dem Substra, ptatzrert 
undlet einen benetzten Bereioh, der von den Obenl.obenenergien der Vo, 
dohtung, der FiOssigkeH und des Substrates abnangt. Das 
Ln hang, bei diesen Verfahren in erster Linie von dem Durohmesser der 
SpiLe der Vorriohtung ab. Probieme dieser Druokverfahren sind Vanabonen 
im Obertragenem FlOssigkeitsvolumen und die NotwendigkeH, die Sprtze m,t 
dem Substrat ,0r den Obertrag in physikaiisohen Kontak. zu bnngen, was d,e 
Oberflache des Substrats beschadigen kann. 

«. Verfahren zum Obertrag von FiUssigkeiten auf ein Substrat, die ohne d*ek- 
,en Kontak. von Apparatur und Substrat auskommen, sotlen b,er be,sp,e*aft 
die ink-Jet Druokverfahren erwahn, werden. Bei diesen Teohniken w,rd d,e 
Fiussigkei, im Druokkopf aufgenommen und dieser Ober de, ^ns^en 
i Steiie des Substrats positioniert. Duroh einen piezoeiektnsohen Kns,a» Oder 
eine Pumpe wird auf die Fiussigkei, eine Kraft ausgeub,, so dass am Tropfen 
den Kontaktkopf veriass, und auf das Substrat Obertragen w,rd. 

Auoh be, den kontaktfreien Methodan ist die GrdSe des benetzten Bereiohs 
„ durch die Oberfiaohenenergien der beteiiigten Materials bestimmt Der duroh 
den Kontaktwinkel zwisohen Fiussigkei, und Substrat daflnierte Gle,ohge- 
wiohtszustand des Tropfen ist in hohem Grade abhangig von Faktoren w,e 
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Oberflachenrauhigkeit, chemischen Inhomogenitaten des Materials, Vanafo- 
nen der umgebenden Atmosphare und natQrlich Verunreinigungen. m e.nem 
realen System werden also die Gbertragenen Tropfen auf einem makroskop,- 
schen Substrat sehr unterschiedlich benetzen. Den Verfahren aus dem Stand 
der Technik sind also hinsichtlich der Toleranzen in Spotgrofcen und Benet- 
zungsvoluminafundamentale Grenzen gesetzt. 



Darstellung der Erfmdung 



10 



15 



20 



Aufgabe der vortiegenden Erfindung 1st es deshalb, ein Verfahren und e,ne 
Vorrichtung zur Benetzung von Substraten mit einer FIDssigkeit zu schaffen. 
welche die Naohteile dee Standes der Technik nioht aufweisen. 

Diese Aufgabe wird erfindungsgema* durch das Verfahren nach , Ansprudh ^ 
dte vordehtung nach Anspnrch 38 und das flDssigkeitsbenetzte Subs, at nach 
Anspruch 40 gelds,. Weitere vorteilhafte Details, Aspek,e und Ausgestaltun- 
gen der vortiegenden Erfindung ergeben sich aus den abhangigen Anspru- 
Chen, der Beschreibung, den Figuren und den Beispielen. 

, m Rahmen der vortiegenden Erfindung werden die folgenden AbkOrzungen 
und Begriffe benutzt: 



Allgemeines 

uCP 
AFM 

AnalytflQssigkeit 
FIQssigkeit 



Mtcro-Contact-Printing. 
Atomic-Force-Microscope. 

FIDssigkeit, die potenfiell einen Analyten enthalt, der fiber einen 
Sensor nachgewiesen werden soil. 

nicht nur reine flOssige Stoffe, sondern auch FIQssigkeiten mi, De- 



Laser-Ablation 



Ldtstopplack 



Pseudo-Kontakt- 
Drucken 



Schutzschicht 



SEM 
Substrat 



tergenz, jede Art von gelosten organischen oder anorganischen 
Stoffen. sowie Emulsionen, Suspensionen und kolloidalen L6sun- 
gen. 

partielles oder vollstandiges Entfernen von organischen oder an- 
organischen Schutzschichten, aber auch das Entfernen von Ver- 
unreinigungen auf einem Substrat durch Einstrahlung von Laser- 
licht. 

aus der Leiterplattentechnologie bekannter Lack, der auf Plati- 
nen aufgebracht wird, um beim automatisierten Loten das Ent- 
stehen von LStzinnbrQcken zu verhindern. 
Aufbringen einer FIQssigkeit mit Hilfe einer Nadel, Kapiliare, Pin- 
zette eines Ringes oder Stempels bzw. einer Anordnung von 
Nadeln, Kapillaren, Pinzetten, Ringen oder Stempeln auf em 
strukturiertes Substrat, wobei hier wegen der vorhandenen 
Schutzschicht und der lateralen Ausdehnung der Spitzen der 
Benetzungsvorrichtung, die bevorzugt groSer als die freien zu 
benetzenden Flachen ist, kein direkter Kontakt zwischen der Be- 
netzungsvorrichtung und dem Substrat zustande kommt. 
auf das zu bearbeitende Substrat vor der eigentlichen Benetzung 
aufgebrachte Schicht. HierfUr ist jedes beliebige Material ver- 
wendbar, das an der Substratoberflache eine geschlossene 
Schicht bildet und diese somit von der Umgebung trennt und zu 
einem spateren Zeitpunkt durch Laser-Ablation partiell und rDck- 
standsfrei entfernt werden kann. Diese Schutzschicht kann aus 
organischen wie auch aus anorganischen Materialien bestehen 
und je nach Substrattyp und Anwendungsvoraussetzungen phys.- 
sorbiert, chemisorbiert oder kovalent gebunden sein und mit bel,e- 
bigen Techniken aufgebracht werden. 
Scanning electron microscopy 

FestkSrper mit einer frei zuganglichen Oberflache, der somit mit 
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UV 



einer FlOssigkeit benetzt werden kann. Als Festkorpersubstrate 
kommen sowohl Kunststoffe, als auch Metalle, Halbleiter, Glaser, 
Verbundstoffe oder por6se Materialmen in Frage. Die Bezeichnung 
Oberflache 1st unabhangig von den raumlichen Dimensionen der 
Oberflache und beinhaltet auch Nanopartikel (Partikel oder 
Cluster aus wenigen einzelnen bis mehreren hunderttausend 
Oberflachen-Atomen oder -MolekQlen). 

Ultraviolettes Licht 



Genetik 



DNA 
RNA 
PNA 



A 
G 
C 
T 

Base 
Bp 

Nukleinsaure 



Desoxy ribonukleinsaure 
Ribonukleinsaure 

Peptidnukleinsaure (synthetische DNA oder RNA, bei der die 
Zucker-Ptiosphat Einheit durch eine Aminosaure ersetzt .st. Be. 
Ersatz der Zucker-Phosphat Einheit durch die -NH-(CH 2 ) 2 - 
N(COCH 2 -Base)-CH 2 CO- Einheit hybridisiert PNA mit DNA). 

Adenin 
Guanin 
Cytosin 
Thymin 

A, G, T, oder C 
Basenpaar 

I wenigstens zwei kovalent verbundene Nukleotide oder wenigs- 
tens zwei kovalent verbundene Pyrimidin- (z. B. Cytosin, Thym.n 
oder Uracil) oder Purin-Basen (z. B. Adenin oder Guanin). Der 
Begriff Nukleinsaure bezieht sich auf ein beliebiges "Ruckgraf 
der kovalent verbundenen Pyrimidin- oder Purin-Basen, w.e z. B. 
auf das Zucker-Phosphat RQckgrat der DNA, cDNA oder RNA, 
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Nukleinsaure- 
OHgomer 



Oligomer 
Oligonukleotid 



Oligo 
ss 



I auf ein Peptid-RQckgrat der PNA oder auf analoge Strukturen (z. 
B. Phosphoramid-, Thio-Phosphat- oder Dithio-Phosphat- 
I RQckgrat). Wesentliches Merkmal einer Nukleinsaure im Sinne 
der vorliegenden Erfindung ist, dass sie natQrlich vorkommende 
cDNA oder RNA sequenzspezifisch binden kann. 
Nukleinsaure nicht naher spezifizierter Basenlange (z. B. Nuk- 
leinsaure-Oktamer: eine Nukleinsaure mtt beliebigem RQckgrat, 
bei dem 8 Pyrimidin- oder Purin-Basen kovalent aneinander ge- 
bunden sind). 

Aquivalent zu Nukleinsaure-Oligomer. 

Aquivalent zu Oligomer oder Nukleinsaure-Oligomer, also z. B. 
ein DNA, PNA oder RNA Fragment nicht naher spezifizierter Ba- 
senlange. 

AbkOrzung fur Oligonukleotid. 
single strand (Einzelstrang) 



Chemikalien 



Alkyl 



Alkenyl 
Alkinyl 



Hetero-Alkyl 



Der Begriff "Alkyl" bezeichnet ein gesattigtes Kohlenwasserstoffradi- 
kal, das geradkettig oder verzweigt ist (z.B. Ethyl, Isopropyl oder 2,5- 
Dimethylhexyl etc.). Wenn "Alkyl" benutzt wird, urn auf einen Linker 
oder Spacer zu verweisen, bezeichnet der Begriff eine Gruppe mtt 
zwei verfQgbaren Valenzen fOr die kovalente VerknQpfung (z. B. - 
CH 2 CH 2 -, -CH 2 CH 2 CH2- oder -CH^CHa^CH.CCCH^CHr etc.). 
Alkylgruppen bei denen eine oder mehrere der C-C Einfachbin- 
dungen durch C=C Doppelbindungen ersetzt sind. 
Alkyl- oder Alkenylgruppen bei denen eine oder mehrere der C-C 
Einfach- oder C=C Doppelbindungen durch C^C Dreifachbin- 
dungen ersetzt sind. 

Alkylgruppen bei denen eine oder mehrere der C-H Bindungen 



-7 



Hetero-Alkenyl 



Hetero-Alkinyl 



C18 

Fluorophor 



Ligand 



Ligat 



Fluorescein 



Oder C-C Einfachbindungen durch C-N, C=N, C-P, C-P, C-O, 
C=0, C-S oder C=S Bindungen ersetzt sind. 
Alkenylgruppen bei denen eine oder mehrere C-H Bindungen, 
C-C Einfach- oder C=C Doppelbindungen durch C-N, C-N, C-P, 
C=P, C-O, C=0, C-S oder C=S Bindungen ersetzt sind. 
Alkinylgruppen bei denen eine oder mehrere der C-H Bindungen, 
C-C Einfach-, C=C Doppel- oder C-C Dreifachbindung durch C- 
N, ON. C-P, OP. C-O, OO. C-S oder OS Bindungen ersetzt 
sind. 

Octadecanthiol 

chemische Verbindung (chemische Substanz), die in der Lage ist, bei 
Anregung mit Lichtein langerwelliges (rotverschobenes) Fluoreszenz- 
licht abzugeben. Fluorophore (Fluoreszenzfarbstoffe) k6nnen Licht ,n 
einem Wellenfengenbereich vom ultravioletten (UV) Oberden sichtba- 
ren (VIS) bis hin zum infraroten OR) Bereich absort,ieren. Die Absorp- 
tions- und Emissionsmaxima sind typischerweise um 15 bis 40 nm 
gegeneinander verschoben (Stokes-Shift). 

Bezeichnung for MolekQie, die vom Ligaten spezifisch gebunden 
werden; Beispiele von Liganden im Sinne der vorliegenden 
Schrift sind Substrate, Cofaktoren oder Coenzyme eines Prote- 
ins (Enzyms), Antikorper (als Ligand eines Antigens), Anfgene 
(als Ligand eines Antikorpers), Rezeptoren (als Ligand e.nes 
Hormons), Hormone (ais Ligand eines Rezeptors) oder Nuklem- 
saure-Oligomere (als Ligand des komplementaren Nukleinsaure- 
Oligomers. 

Bezeichnung fur (Makro-) MolekQI, an dem sich spezifische Er- 
kennungs- und Bindungsstellen far die Ausbildung eines Kom- 
plexes mit einem Liganden befinden (Template). 

Resorcinphtalein 
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Amine 
Silane 

Thiole 
Spacer 



Au-S-(CH 2 ) 2 -ss- 
Oligo-Fluorescein 



Oligo-Spacer-S-S 
Spacer-Oligo 



I beliebiger, nicht naher spezifizierter organischer Rest als Substituent 
I oder Seitenkette. 

Molekule der allgemeinen Struktur H 2 N-Spacer-R 

MolekQle der allgemeinen Struktur XrSi -Spacer-R, wobei z.B. X = 

H, CI,OCH 3 

MolekQle der allgemeinen Struktur HS -Spacer-R oder [SSpacer-Rfe 
Beliebige molekulare Verbindung zwischen zwei Molekulen bzw. 
zwischen einem Oberflachenatom, Oberflachenmolekul oder e.- 
ner Oberflachenmolekulgruppe und einem anderen MolekQI, in 
der Regel Alkyl,- Alkenyl, Alkinyl-, Heteroalkyl-, Heteroalkenyl-, 
Heteroalkinyl-Ketten. Bevorzugte Spacer sind solche der Kettenlan- 
ge 1 - 20, insbesondere der Kettenlange 1 - 14, wobei die Ketten- 
lange die kurzeste durchgehende Verbindung zwischen den zu 
verbindenden Strukturen darstellt. 

Gold-Oberflache mit kovalent aufgebrachter Monolayer aus derivati- 
siertem Einzelstrang-Oligonukleotid. Hierbei ist die endstandige 
Phosphatgruppe des Oligonukleotids am 3' Ende mit (HO-(CH 2)2 -S) 2 
zum WCHa)*SS«CHdrOH ver estert, wobei die S-S Bmdung 
homolytisch gespalten wird und je eine Au-S-R Bindung bewirkt. Am 
freien Ende tragt das Sonden-Oligonukleotid einen kovalent ange- 
bunden Fluorophor Fluorescein. 

Z wei gleiche oder verschiedene Nukieinsaure-Oligomere, die 
Qber eine Disulfid-BrQcke miteinander verbunden sind, wobe. d,e 
Disuifidbrucke uber zwei beliebige Spacer an die Nukieinsaure- 
Oligomere angebunden ist und die beiden Spacer eine unter- 
schiedliche Kettenlange (kQrzeste durchgehende Verbindung 
zwischen Disuifidbrucke und dem jeweiligen Nukle.nsaure- 
Oligomer) aufweisen konnen, insbesondere jeweils eine bel.eb.- 
ge Kettenlange zwischen 1 und 14 und diese Spacer wiederum 
an verschiedene natQriich am Nukleinsaure-Oligomer vorhande- 
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(n x HS-Spacer)- 
oligo 



(n x R-S-S- 
Spacer)-oligo 



ne Oder an diese durch Modifikation angebrachte reaktive Grup- 
pen gebunden sein konnen. 

Nukleinsaure-Oligomer, an das n Thiolfunktionen Ober jeweils 
einen Spacer angebunden sind, wobei die Spacer jeweils eine 
unterschiedliche Kettenlange (kQrzeste durchgehende Verbin- 
dung zwischen Thiolfunktion und Nukleinsaure-Oligomer) auf- 
weisen kOnnen. insbesondere jeweils eine beliebige Kettenlange 
zwischen 1 und 14. Diese Spacer konnen wiederum an ver- 
schiedene naturlich am Nukleinsaure-Oligomer vorhandene oder 
an diesem durch Modifikation angebrachte reaktive Gruppen ge- 
bunden sein und "n« ist eine beliebige ganze Zahl, insbesondere 
eine Zahl zwischen 1 und 20. 

Nukleinsaure-Oligomer, an das n Disulfidfunktionen Ober jeweils 
einen Spacer angebunden sind, wobei ein beliebiger Rest R d.e 
Disulfidfunktion absattigt. Der Spacer zur Anbindung der Disulfid- 
funktion an das Nukleinsaure-Oligomer kann jeweils eine unter- 
schiedliche Kettenlange (kurzeste durchgehende Verbindung 
zwischen Disulfidfunktion und Nukleinsaure-Oligomer) aufwe.- 
sen insbesondere jeweils eine beliebige Kettenlange zwischen 1 
und 14. Diese Spacer konnen wiederum an verschiedene natOr- 
lich am Nukleinsaure-Oligomer vorhandene oder an diesem 
durch Modifikation angebrachte reaktive Gruppen gebunden 
sein. Der Platzhalter "n" ist eine beliebige ganze Zahl, insbesonde- 
re eine Zahl zwischen 1 und 20. 

Erfindungsgemaa umfasst ein Verfahren zum Benetzen eines Substrats mit 
einer FIQssigkeit die folgenden Verfahrensschritte: 
a) Bereitstellen eines Substrats mit einer zu benetzenden Oberflache; 
hi Bereitstellen einer BenetzungsflOssigkeit; 

c) Aufbringen einer Schutzschicht auf das Substrat, die die zu benetzende 
Oberflache von der Umgebung trennt; 
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d) struktuneren der Sebutzschiont. urn vorbestimmte Bene,zungsgeb,e t e auf 
derzubenetzendenOberflachedes Substrats freizulegen; und 

e) Aulnngen der BenetzungsMssigkei, auf die freige.eg.en BeneUungsge- 
Ce mitteis e.ner Benefzungsvorriebtung ohne direkten Kontak, zw.schen 

rBluungsvo^Mung und der zu benetzenden Oberfiaobe des Sub- 



strats. 



Duroh die erfindungsgemaae Vorgebensweise werde , Verun, * 
Benetzungsgebiete weitgehend ausgeschlossen und der VerschleiU der Be 
,0 n uZvoltung ntinimiert. Zug.eicb kbnnen durcb die S«ru*ur»rur , de 
Kbutzscbicht die zu benetzenden Gebiete auf den, Substrain 
"eise vorgegeben werden. Das geometrisohe Zusammensp.ei der GroOe der 
Zing— ng. der iaferaien Abmessungen der 
und der Dioke der an die Benetzungsgebiete angrenzenden Scbtrtzscb,*. 
„ el^n. eine wobidefinierte Abgabe der BenetzungsflOss,gke rt von der Be- 
netzungsvorrichtung an die Oberflaohe des Substrate. 

Als Subsfrat wird dabei mitVorteil ein Festkbper aus Kunststoff, M-* H*- 

M^naiien bereHgeste,, Insbesondere wirda, Substra, ^bevorzug, 
koper berertgestelit. dessen zu benetzende Oberfiaobe duroh erne S ™m 
,21 Oder Goidsoniobt bzw. eine oxidiscbe Sohicnt oder ein Gias geb.ide, ,st. 

Die raumliohe GestaKung des Substrats ist nach der Erfindung nioht einge- 
2Z. Lmehr kann ais Subsfraf beispieisweise eine m akroskop,sobe 
Sarperscbeibe. ein Mikro- oder Nanopartikel bereitgesfeii, werden. 

Der Begriff "Benefzungsflussigkeit" umfasst im Rahmen der voriiegenden Er . 
J ung iTsbesonde. rein nOssige Stoffe, Lbsungen organisoher und/oder an- 
ZnLer Sfoffe. Emuisionen, Suspensions oder ko.ioidaie LOsungen. 






Das Material der Schutzschich. wird zweckmaaig so auf das Substratrnatena. 
abgestimmt. dass das Schutzschichtrnateria. auf der zu benetzenden Sub- 
atlberflache physisorbiert, chemisorbiert odar kovalen,, koordmahv Oder 
Ober Komplexbildung gabunden ist. Beispielsweise kann a,s Schutzsch,cht em 
positiver Oder negativer Photolack auf das Substrat aufgabracht, bevo^ug. 
aufgesprOh. odar aufgeschleudert warden. Ebenso kann a,s Schu.zsch,cht fur 
das Substrat eln Lotetopplack verwende. warden. Dabei is. bevorzugt dass 
der L6.stopp.ack durch Siebdruck, VorhanggieBan odar ain Sprayverfahren 
aufgebracht wird. 

Nach ainer weiteren Verfahrensvariante wird als Schutzschicht ain organi- 
sohes Polymer, insbesondere aus Cellulose, Dextran Oder Collagen auf das 
Substrat aufgebracht. Das organisohe Polymer wird bavorzugt aufgesohiau- 
dert oder physisorbiert. 

15 Nach nooh einer weitere^orteilhaften Variante wird als Schutzschicnt eine 
selbstassemblierte Monolaga aus organisohen MolakOlen aufgebracht D,ase 
wira insbesondara dadurch hargaste.lt, dass die organisohen M***-» 
nem wassrigen Oder organisohen LOsungsmittel gelostwerden und d* Loaung 

20 in Kontakt mit dam Substrat gebracht wird. 

Eine besondera bavorzugte Ausgestaltung ergibt sioh, wann als 
Vorteil eln Festk6per baraitgestellt wird, dessen zu benetzenda Oberflache 
durch eine Go.dsohioh. gebilde. ist und wenn als Schufcschicht e,ne selbstas- 
25 semblierte Monolage aus Thiolen, insbesondera der allgeme.nen Struktur HS- 
Spacer-R oder [S-Spacer-Rfc aufgabraoht wird. Dabal stall. R erne be eb, g e 
Kopfgruppa dar und dar Spacer ha. aine Ketteniange von ! - 20, .nsbesonde- 
re von 1 -14. 

30 Eine andere besondars bavorzugte AusgestaKung ergibt aich, wenn a* ^Sub- 
strat eln Festkoper barei.gas.ain wird, dessen zu benetzende Obemache 
durch aine Silizium- odar Platinsohich. gebilde. 1st, und wenn als Schutzsch.ch. 



-12- 



10 




20 




eine selbstassemblierte Man** aus Aminen, insbesondere der allgemeinen 
Struktur HaN-Spacer-R aufgebraoht wird. Auch hier ste.lt R eine bel,eb,ge 
Kopfgruppe dar U nd der Spacer hat eine Ketten.ange von 1 - 20, insbeeonde- 
re von 1 -14. 

GemaU einer weiteren bevorzugten Ausgestattung wird als Substrat ein Fest- 
kaper berettgesteltt, dessen zu benetzende Oberfiache duroh eine otfdische 
Oberflache Oder ein Glas gebildet let Als Sohutzsohioht wird dabe, e.ne 
selbstassemblierte Monolage aus Silanen, insbesondere der allgememen 
Struktur X 3 -Si-Spaoer-R aufgebraoht, wobei R eine beliebige Kopfgruppe und 
X = H, CI Oder OCH 3 ist und der Spaoer eine Kettenlange von 1 - 20, insbe- 
sondere von 1-14 hat. 

in alien drei genannten Verfahrensvarianten ist die Kopfgruppe R zweokmaBig 
ausgewahtt aus der GruppeCH,, OH, C0 2 H. NH 2 , NH 3 * oder S0 3 . 

Die Sohutzsohioht wird in Schritt o) m« Vorteil in Form einer gesohlossenen 
Sohioht auf die zu benetzenden Substratoberflaohen aufgebraoht Sie kann 
dabei sowoh. vollflachig auf die gesamte Oberflache des Substrata aufge- 
braoht warden, oder nur Teilbereiohe der .Oberflache bedeoken. kn Beretch 
der gewonsohten Benetzungsgebiete wird die Schtrtzschicht anschke&end 
zweokmSBig rOckstandslos entfernt. 

Die Strukturierung der Sohutzsohioht erfolgt in einer bevorzugten Ausgestal- 
tung mittets Laserablation, insbesondere duroh Bestrahlung von Teilbereiohen 
der Sohutzsohioht mil kontinuieriicher oder gepulster Laserstrahlung einer vor- 
bestimmten Wellenlange. Die Sohutzsohioht wird dazu insbesondere direkt 
Ober eine Optik oder Ober eine Maske mtt der Laserstrahlung beaufschlagt, 
um die Benetzungsgebiete freizulegen. 

Es hat sioh als vorteilhaft herausgesteltt, wenn duroh die Laserstrahlung die zu 
benetzende Oberflache des Substrate kn Bereioh der Benetzungsgebiete auf- 



25 



30 
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neschmolzen wird. Daduroh e^iot sich eine reduzierte Otemachenrauhlgke.t 
und sine verbesserte Homogen»at derOberflache des Substrata. AuAerdem 
werden duroh die Ablation weniger Goidlagen von der Oberflache Verunrem,- 
gungen entfernt. 

Die Benetzungsgebiete werden vorteilhaf. mH einer charakteristischen Aus- 
dehnung von etwa 5 pm bis etwa 200 pm, bevorzugt von etwa 10 Mm bra e^a 
100 pm erzeugt. A,s lateraler Abstand wird ein Wert von etwa 20 pm tm *m 
500 M m, bevorzugt von etwa 50 pm bis etwa 200 pm eingeste.lt. Die Benet- 
zungsgebiete waisen vortellhaft einen im wesentllohan rechteckigen, ell.pt- 
schen oder kreisformigen Umriss auf. 

Naoh einer vorteiihaften Weiterbildung der Erfindung warden be, darn Schrttt 
d) zusatzlich Zuleitungskanale in die Schutzsohicht eingebracht, um d,e Zufuh- 
rung einer AnalytflOssigkeit zu dan freigelegten Banatzungsgebieten zu er- 
moglichen. 

Dabei werden die Zuleitungskanale zweckmaBig mit einer Tiefe von 10% bis 
99%. bevorzugt von 20% bis 95%, besonders bevorzugt von 50% bis 95% der 
Dicke der Sohutzsohioht in die Schutzsohicht eingebracht. Die fre,gelegten 
Benetzungsgebiete sind dabei mit Vortail innerhalb der Zuleitungskanale an- 
geordnet 

Bel dem erfindungsgemaKen Verfahren umfasst die Benetzungsvortichtung 
.nsbasondere eine einzelne Nadel, Kapillare. Pinzette. einen einzelnen R,ng 
Oder Stempel. Sie kann im Rahman der Erfindung auoh eine Anordnung meh- 
rerer Nadeln, Kapillaren, Pinzetten, Ringen, Stampeln, oder eine Anordnung 
verschiedener dieser Elemente umfassen. 

Nach einer zweckmaBigan Ausgestaltung weist die Benetzungsvorrichtung 
eine flOssigkeitsabgebende Endflache auf, deren laterale Ausdehnung ,n zu- 
mindest einer Raumrichtung grdOer ist, a.s die laterale Ausdehnung der Be- 
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netzungsgebiete in dieser Raumnohtung. Dadureh kann bei korrekter Ausrioh- 
,ung ein di re k.er Kontakt Ziehen der Benetzungsvorriohtung und der Ober- 
fiache des Substrats vermieden warden. 

Vortei.haft waist die Endflaohe der Benetzungsvorriohtung in beiden Raumrich- 
tungen eine grdUere laterale Ausdehnung als die Benetzungsgebiete auf, so 
dass ein direkter Kontakt zwisohen der Benetzungsvorriohtung und den Be- 
ne.zungsgebie.en in alien relativen Orlentierungen vermieden wird. 

Zum Autoringen der Benefzungsflussigkei. wird bevorzugt die Endflaohe der 
Benetzungsvorriohtung in Kontakt mi. der an das Benetzungsgebie ^angren- 
zenden Sohutzsohioht gebraoht. Ein Tropfen der Bene«zungsfiQss,gke,. kann 
so kontroiiiert ohne direkten Kontakt mit der Substratoberflaohe in die struktu- 
rierte Ausnehmung in der Sohutzsohioht eingebraoht werden. 

msbesondere kann die Enrobe der Benetzungsvorriohtung zum Aufcringen 
der BenetzungsflOssigkek volistandig Ober das Benetzungsgebiet und von o- 
ben in Kontakt mit der Oberflaohe der an das Benetzungsgebiet angrenzen- 
den Sohutzsohioht gebraoht werden. 

' ln ei ner vor.eilbaf.en Ausgestakung der Erflndung is. die Endflaohe der Benet- 
zungsvorriohtung mi. einer Genauigkeft (Ax, Ay) iatera, Ober einer sfruWune, 
,en Sohufcsehieh. positionierbar, und die Benetzungsgebiete werden mk amer 
charakteristisehen ia.eralen Ausdehnung (x^ y.poO erzeugt, die urn zumm- 

5 2T» Poskionie^enauigkei. (Ax, Ay) kieiner is., ais die ia.eraie Ausdehnung 
(x* y») der Endflaohe der Bene.zungsvomoh.ung. Daduroh is. s^estelk 
2 si Abgabe eines Tropfens kon.ro„iert und nur Ober die SohuUsoh,oh. 



erfolgt. 



30 



Gema 6 einer zweekmaBigen Weiterentwioklung der Erflndung werden modjfl- 
l rte Nukieinsaure-Oiigomere in wassriger Losung ais Bene.zungsflOss.gke 
aufgebraoht. Die Nukleinsaure-Oligomere sind dabei mit einer Oder mehreren 
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reaktiven Gruppen modifiziert, wobei zumindest eine reaktive Gruppe fUr e.ne 
direkte Reaktion mit der zu benetzenden Oberflache des Substrats ausgelegt 
ist. Die Nukleinsaure-Oligomere konnen darQber hinaus zur nachfolgenden 
Visualisierung mit einem Fluorophor modifiziert sein. 

5 Die Erfindung enthalt auch eine Vorrichtung zur Durchfuhrung des beschrie- 
benen Verfahrens. Mit besonderem Vorteil enthalt eine solche Vorrichtung 
eine Benetzungsvorrichtung, deren Endflache mit einer Positioniergenauigkert 
von weniger als 50 pm, bevorzugt von weniger ais 10 pm lateral Qber einer 

10 strukturierten Schutzschicht positionierbar ist. 

Die Erfindung enthalt ferner ein nach einem vorbeschriebenen Verfahren her- 
stellbares flussigkeitsbenetztes Substrat. 

Weitere Ausgestaltungen und Vorteile der Erfindung werden nachfolgend aus- 
fQhrlich beschrieben: 

Wie oben ausgefUhrt, umfasst die Erfindung ein Verfahren zur kontrollierten Be- 
netzung strukturierter Substrate mit einer FIQssigkeit mittels einer Benetzungs- 
vorrichtung bestehend aus einer einzelnen Nadel, Kapillare, Pinzette, eines R.n- 
ges Oder Stempels bzw. einer Anordnung von Nadeln, Kapillaren, Pinzetten, 
Ringen oder Stempeln. In der vorliegenden Erfindung k6nnen diese Benet- 
zungsvorrichtungen Spitzen mit beliebiger lateraler Ausdehnung haben. also 
auch und sogar bevorzugt grower als die laterale Flache der laserablatierten, 
freien Substratstellen. Die Benetzungsvorrichtung der Erfindung kommt ohne 
direkten Kontakt mit dem Substrat aus und kann somit als ein Pseudo-Kontakt- 
Verfahren bezeichnet werden. 
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Aufbringen einer Schutzschicht auf das Substrat 

ErfindungsgemaB werden die Substrate mit einer Schutzschicht versehen, urn 
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den kritischen Zeitraum zwischen der Herstellung des Substrats und der Be- 
netzung seiner Oberflache zu OberbrUcken. Die Schutzschicht verhindert m 
diesem Zeitraum die Anlagerung unerwunschter Verunreinigungen an der 
Substratoberflache. 

For die Schutzschicht kann )edes beliebige Material verwendet werden. das an 
einer Oberflache eine geschlossene Schicht bildet und somit die Substratober- 
flache von der Umgebung trenn. und zu einem spateren Zeitpunkt etwa durch 
Laser-Ablation an gewOnschten Stellen rOckstandsfrei entfernt werden kann 
Es versteht sich, dass mit Vorteil for ein gegebenes Substrat eine angepasste 
Schutzschicht gewahlt wird, die in bezug auf die Haftung zwischen dem Sub- 
strat und Schutzschicht optimiert ist. Ebenso M sich die Schutzschrcht ,m 
Hinblick auf die zu verwendende FlOssigkeit optimieren. kn Falle von wassn- 
gen Losungen bietet sich ein hydropses Sohichtmaterial an, so dass d.e 
HOssigkeiten die Zuleitungskanale der Erflndung benetzen und Luftblasen 
vermieden werden. Bel eiige'n HOssigkeiten ist hingegen hydrophobes Matenal 
zu bevorzugen. 

Durch die Zugabe von Detergenzien zu den verwendeten HOssigkeiten lessen 
, si ch unabhangig vom Schichtmateria. verbesserte Benetzungen der Kana^ 
strukturen und damit gute Flusseigenschaften erreichen. Neben Ob ,chen be- 
kannten Lacken aus der Lithographie (positive und negative Photolacke) und 
der Leiterplatten-Technologie (Lbtstopplacke) eignen sich auch organiscbe 
Polymere wie Ce.lu.ose, Dextran Oder Co,.agen bzw. selbstassembterte Mo- 
5 nolagen aus organischen MolekOlen wie Silane Oder Thioie. Auch * es denk- 
' bar Lacke zu ve™,enden, deren spezielle Bestandteile beim Trocknen des 
Materials an der Oberflache vorteilhafte Funktionalisierungen for besondere 
Anwendungen ausbilden. 

30 Die Schutzschicht kann beispielsweise durch SpriJhen im Falle der Photoia- 
cke, durch Spincoaflng Oder Physisorption im Falle der organischen Polymere 
Oder durch Siebdruck bzw. VorhanggieOen im Falle der Lbtstopplacke auf das 
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Substrat aufgebracht werden. 

In elner bevorzugten Ausgestaltung der Erfindung werden Monolagen organi- 
scher Molekule wie Thiole oder Silane mit variabler Kettenlange in einem 
selbstassemblierenden Prozess auf das Substrat aufgebracht. HierfUr werden 
die organischen Molekule in wassrigen oder organischen Losungsmitteln ge- 

,6st und die Losung in Kontakt mit dem zu beschichtenden Substrat gebracht. 

Der Abscheidungsprozess endet in einer Monolage aus kovalent gebundenen 

Molekulen auf dem Substrat. 

In einer besonders bevorzugten Ausgestaltung der Erfindung werden Thiole 
beispielsweise der allgemeinen Struktur HS-S P acer-R bzw. [S-Spacer-Rfc als 
dichte, geordnete und passivierende Monolage auf Gold aufgebracht, wobe, R 
beliebige Kopfgruppen wie z,B. R = CH 3 , OH, C0 2 H, NH 2 , NH 3 oder SG 3 sem 
kOnnen und Spacer als Begriff fQr beliebige molekulare Verbindungen zw«- 
schen zwei MolekDIen verstenden werden soil, in der Regel Alkyl-, Alkenyl-, 
Alkinyl-, Heteroalkyl-. Heteroalkenyl-, Heteroalkinyl-Ketten mft Kettenlangen 
von 1 - 20, insbesondere 1 -14, wobei hier die Kettenlange die kOrzeste 
durchgehende Verbindung zwischen den zu verbindenden Strukturen .st. Al- 
ternativ konnen die organischen Molekule auch mit Amin-Gruppen (H 2 N- 
S P acer-R) anstelle der Thiol-Gruppen (SH-S P acer-R) versehen werden, d.e 
sich dann durch Chemi- oder Physisorption an Platin- oder Silizium- 
Oberflachen anlagern lassen. Werden die Thiol-Gruppen (SH-Spacer-R) alter- 
nativ durch Silan-Gruppen ersetzt (X 3 -Si-Spacer-R, wobei beispielsweise X = 
25 H, CI, OCH 3 ). so lasst sich auf oxidischen Oberflachen oder Glasern e.ne kova- 
lent gebundene Monolage produzieren. 

In einer anderen bevorzugten Art der Erfindung werden auf die Substrate 
Schutzschichten aus von der Leiterplattentechnologie bekannten Lotstoppla- 
30 cken aufgebracht. Es eignen sich 2-Kcmponenten oder 1-Kompcnenten Lot- 
stopplacke, die Qber VorhanggieSverfahren, Siebdruck oder Sprayverfahren 
aufgebracht werden und anschlieftend an der Luft oder durch UV-Bestrahlung 
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ausharten kSnnen. Ein Vorteil dieser Verfahrensvariante ist, dass d.e D.cke 
der Lotstopplackschicht z.B. im Vorhanggie&verfahren durch die Geschwm- 
digkeit der Substrate unter dem Lackvorhang in einem grolien Bereich fre. 
eingestellt werden kann. 



Laser- 



Ablation der Schutzschicht in beliebiger Geometrie 



Unter dem Begriff "Laser-Ablation" wird im Rahmen dieser Anmeldung nicht 
nur das partielle oder vollstandige Entfernen von organischen oder anorgani- 
schen Schutzschichten, sondern auch das Entfernen von Verunreinigungen 
auf einem Substrat durch Einstrahlung von Laserlicht verstanden. D.e Laser- 
Ablation wird mit Vorteil zur Entfernung oder Strukturierung der aufgebrachten 
Schutzschicht an gewunschten Stellen des Substrats in beliebiger Geometne 
eingesetzt. Dadurch ist es moglich, verschiedene, genau defmierte fre.e Sub- 
stratflachen oder Bereiche mit verjungter Schutzschicht in unterschiedl.cher 
Grdfce auf ein und demselben Substrat-Design nur durch Veranderung der 
Laser-Belichtung zu realisieren. 

Ein weiterer Gesichtspunkt der erfindungsgema&en LOsung ist das Auf- 
schmelzen der Substratoberflache bei vollstandigem Entfernen der Schutz- 
schicht mittels Laser-Ablation, das durch Einstellung der Laserintensitat oder 
der Bestrahldauer auf die Gegebenheiten des Substrats und der Schutz- 
schicht erreicht werden kann. Dieses kurzfristige, oberflachennahe Auf- 
schmelzen der Substratoberflache schlieBt neben der Reduktion der Oberfla- 
chenrauhigkeit auch vorhandene Poren im Material und verbessert somit die 
Homogenitat der freien Substratoberflache. AuBerdem werden durch die Abla- 
tion weniger Goldlagen von der Oberflache Verunreinigungen entfernt. 

Die Laser-Ablation kann durch direkte Einstrahlung des Lichts oder aber durch 
Einstrahlung des Lichts Ober eine Optik bzw. eine Maske erfolgen. Die GroBe 
oder die Form der einzelnen freizulegenden oder strukturierten Benetzungs- 
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geblete und ihr lateraler Abstand sind hierbei beliebig und nur von der jewerh- 
gen Anwendung abhangig. Die Wellenlange des venvendeten Laseriichts, so- 
„ie Einstrahldauer bzw. Anzahl und Dauer der Pu.sa hangen von der .Combi- 
nation aus Schutzsohioht und des Materials der Substratoberflaohe ab und 
werden vorzugsweise fUr jedes Paar optimiert. 

in einer bevorzugten Variante der Erflndung wird mft einem Exoimer-Laser 
Ober eine Blende eine Anordnung von freien Benetzungsgebieten mrt e,nem 
Durohmesser von )e d = 10 - 100 pm und einem lateralen Abstand von 50 - 
200 um in eine monomolekutare Schicht aus Octadeoanthiol gebrannt. 

In einer anderen bevorzugten Variante der Erflndung werden mil einem Exci- 
mer-Laser Ober mehrere Masken in mehreren Prozessschritten Strukturen aus 
Kanalen und freien Benetzungsgebieten in einen Lotstopplack gesohrieben, 
die neben der kontrollienen Benetzung an den freien Substratsteilen mittels 
des besohriebenen PseudoWakt-Druckverfahrens auoh das gezielte Kon- 
taktieren von Ober Kanalen miteinander verbundenen Stellen mil einer ernen 
Analyten enthaHenden FlOssigkeft ermoglichen. In Lotstopplaeksohichten von 
100 - 150 pm Dicke werden mit einer bestimmten Anzahl an Laser-Pulsen 
versohiedene Kanale der Tiefe 80 - 100 um und der Brerte 10 - 150 pm ge- 
schnrtten und dann innerhalb der Kanale das Substrat an mehreren Stellen mrt 
Durchmessern von etwad- 10- 100 pm durch wertere Laser-Pulse freige- 
lent Durch solche in den Kanalslrukturen freigeiegten, sensitiven Substratstel- 
,en wird die for eine Analyse benbtigfe AnalytflOssigkeit im Vergleioh zur Be- 
25 netzung des gesamten Substrates deutlich verringert. 

Benetzung der strukturierten Substrate mit einer FlOsstgkeit Im Pseudo- 
Kontakt-Drucken 

30 

Naoh der Erflndung wird die BenetzungsflOssigkeit insbesondere mit Hilfe ei- 
ner Nadel. Kapillare, Pinzette, eines Ringes oder Stempels bzw. einer Anord- 
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nung von Nadeln, Kapillaren, Pinzetten. Ringen oder Stempeln auf das struk- 
turierte Substrat aufgebracht. In der vorliegenden Anmeldung w.rd die Be- 
zeichnung „Pseudo-Kontakt-Drucken« fQr den Benetzungsvorgang verwendet, 
um die Technik vom bekannten Standardverfahren des n Contact Pr.nt,ngs« 
abzuheben und deutlich zu machen, dass wegen der vorhandenen Schutz- 
schicht und der lateralen Ausdehnung der Spitzen der Benetzungsvorrichtung. 
welche bevorzugt grOBer als die freien zu benetzenden Flachen ist, kein d.rek- 
ter Kontakt zwischen der Benetzungsvorrichtung und der Substratoberflache 
zustande kommt. Da zusatzlich die freie, zu benetzende Substratflache von 
der Schutzschicht einer vorbestimmten H6he begrenzt ist, trifft d,e Benet- 
zungsvorrichtung auf eine geometrische Barriere definierter Abmessung, so 
dass eine kontrollierte Benetzung zustande kommt. 

Im Rahmen der Erfindung lassen sich sowohl reine flussige Stoffe, als auch 
jede Art von gelosten organischen oder anorganischen Stoffen, sowie Emuls,o- 
nen Suspensionen und koir o idale Losungen verwenden. Denkbare Matenal.en 
im Sinne der Erfindung sind geloste Farbpigmente oder beliebige funktional.s.er- 
te Polymere und Nanopartikel. Auf dem Gebiet der Sensorik lassen sich mrt der 
vorliegenden Erfindung aile Arten von Ligaten auf das Substrat aufbringen. Als 
Ligaten werden MolekUle bezeichnet, die spezifisch mit einem Liganden unter 
Ausbildung eines Komplexes wechselwirken. Beispiele von Ligaten im Smne 
der vorliegenden Schrift sind Substrate, Cofaktoren oder Coenzyme als Kom- 
plexbindungspartner eines Proteins (Enzyms), AntikSrper (als Komplexb.n- 
dungspartner eines Antigens), Antigene (als Komplexbindungspartner e.nes 
5 Antikorpers), Rezeptoren (als Komplexbindungspartner eines Hormons), Hor- 
mone (als Komplexbindungspartner eines Rezeptors), Nukleinsaure- 
Oligomere (als Komplexbindungspartner des kompiementaren Nukleinsaure- 
Oligomers) oder Metallkomplexe. 

0 in einer bevorzugten Art der Erfindung werden die freien Substretstellen mit 
modifizierten NukleinsSure-Oligomeren in wassriger Ldsung benetzt. Das Nuk- 
leinsaure-Oligomer, das auf die freie Oberflache aufgebracht werden soil, ,st 
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Ober einen kovalent angebundenen Spacer beliebiger Zusammensetzung und 
Kettenlange mit einer oder mehreren reaktiven Gruppe modifiziert, wobei s.ch 
diese reaktiven Gruppen bevorzugt in der Nahe eines Endes des Nukleinsau- 
re-Oligomers bef.nden. Bei den reaktiven Gruppen handelt es sich um Grup- 
pen die direkt mit der unmodifizierten Oberflache reagieren konnen. Beispiele 
hierfur sind: (i) Thiol- (HS-) oder Disulfid- (S-S-) derivatisierte Nukleinsaure- 
Oligomere der aiigemeinen Formel (n x HS-Spacer)-oligo, (n x R-S-S-Spacer)- 
oligo oder oligo-Spacer-S-S-Spacer-oligo, die mit einer Goldoberflache unter 
Ausbildung von Gold-Schwefelbindungen reagieren, (ii) Amine, die sich durch 
Chemi- oder Physisorption an Platin- oder Silizium-Oberflachen anlagern und 
(Hi) Silane, die mit oxidischen Oberflachen eine kovalente Bindung eingehen. 

lm Pseudo-Kontakt-Drucken wird der Dispenser der Benetzungsvorrichtung 
mit beliebiger lateralen Ausdehnung (x tip , y«p) mit einer Genauigkeit von (Ax, 
Ay) Qber dem strukturierten Schutzfilm positioniert und fur die Benetzung so 
weit herabgesenkt, dass de7'Kontakt der Benetzungsvorrichtung bei der Ab- 
gabe des Tropfens nur Qber die Schutzschicht erfolgt. Dies ist insbesondere 
dann gewahrleistet, wenn die Benetzungsgebiete eine charakteristische latera- 
le Ausdehnung (x spo t. y sP ot) aufweisen, die um zumindest die Positioniergenau- 
igkeit kleiner als die Ausdehnung des Dispensers ist, also die Bed.ngungen 

xspot ^p- Ax und y sP ot£y« P -Ay 

erfQiit sind. 
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Kurze Beschreibung der Zeichnungen 
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Nachfolgend soli die Erfindung anhand von AusfQhrungsbeispielen im Zu- 
sammenhang mit den Zeichnungen naher erlautert werden. Dabei sind nur die 
for das Verstandnis der Erfindung wesentlichen Elemente dargestellt. Es ze.gt 
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Fig. 1 



in (a) bis (e) eine schematised Darsteilung der Prozessfuhrung beim 
Benetzen eines Substrats mit einer FlOssigkeit nach einem AusfUh- 
rungsbeispiel der Erfindung; 

Fig 2 in (a) und (b) SEM-Aufnahmen von durch Laser-Ablation freigelegten 

Benetzungsstellen in einer Stopplack-Schutzschicht; 

Fia 3 in (a) ein AFM-Bild einer gelaserten und aufgeschmolzenen Gold- 

Oberflache und in (b) ein Querschnitts-Hbhenprofil entlang der Lin.e B- 



Fig-4 



B aus Fig. 3(a); und 



die Schwankungen der Fluoreszenzintensitat bei einer Mehrzahl .dent,- 
scher Messspots als MaB fQr die Oberflachenbelegungsdichte mit 
Nukleinsaureoligomeren, (a) bei auf herkSmm.iche Weise gespotteten 
Nukleinsaure-Oligomeren und (b) bei Benetzung von Benetzungsgeb.e- 
ten auf der Substratoberflache durch ein erfindungsgema&es Verfah- 



ren. 
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Wege zur AusfUhrung der Erfindung 

Ein Verfahren zum Beneteen eines Substrate mit einer FlOssigkeit nach einem 
AusfOhmngsbeispiel der Erfindung wird naehfolgend insbesondere mrt Bezug 
auf Fig. 1 beschrieben. 

,n einem ersten Schritt wird ein Substrat 10 mit einer zu benetzenden Oberfla- 
che 12 bereHgesteltt, Fig. 1 (a). Im AusfOhrungsbeisplel besteht das Substrat 
10 aus einem Glas-Slide mit einer aufgedampften, 5 nm dicken CrN,- 
Kontaktschicht und einer darauf aufgedampften Goldschicht mit einer D,cke 
von etwa 200 nm. 
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Vor der Belegung mit elner Schutzschicht wird das Substrat mit einer Standard 
Piranha-Reinigung (t = 30 s) behandert. Zum Aufbringen einer C18- 
Schutzschicht 14 auf die Goldoberfliche wird das Substrat 10 bei Zimmertem- 
peratur for 5 - 12 Stunden mit 1 nmol/1 Octadecanthiol (C-18; Fluka) in Ethanol 
inkubiert und nach der Inkubation mit Ethanol gespiirt, urn nicht angebundenes 
Thiol zu entfemen, Fig. 1(b). 

AnschlieBend wird der C18-Schu«zfilm 14 durch Laser-Ablation strukturiert, urn 
eine Mehrzahlvon Benetzungsgebieten 16 auszubilden, wie in Fig. 1(c) .llust- 
riert Beispielsweise wird die Strukturierung des C18-Schutzfilms mit Strahlung 
18 einer Wellenlange von 1 93 nm eines Excimer-Lasers 20 der Firma Lamb- 
da-Physics durchgefOhrt. MR 3 Pulsen 1 20 ns mit einer Flachenleistung von 
100 mJfcm 2 lessen sich die Thiole der Schutzschicht 14 in den Benetzungs- 
gebieten 16 rilckstandsfrei entfemen. 

Der Laserbeschuss des Substrata 10 fQhrt darober hinaus zu einem Auf- 
schmelzen der Goldoberflache, wodurch Poren geschlcssen. die Rauhigkert 
reduziert und Verunreinigungen entfernt werden (Fig. 3). 

, Die Laserstrahlung wird Ober eine nicht gezeigte Masks verkleinert auf dem 
Substrat abgebildet, welche im Ausfohrungsbeispiel Beleuchtungsspots mrt 
einem Dumhmesservon 40-100 pm Mrt. Die Benetzungsgebiete werden mrt 
einem lateralen Abstand von beispielsweise 200 pm in die Schutzschicht ge- 



brannt. 
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Figur 2 zeigt SEM-Aufnahmen von durch Laser-Ablation freigelegten Benet- 
zungsgebieten 16 in einer Schutzschioht 14. F0r diese SEM-Aufnahmen wur- 
de anstelle der C18-Schutzschicht der Fig. 1 eine Stopplack-Schutzsch.cht 
verwendet. Da zu wird auf das Substrat ein 2-Komponenten Lotstopplack (El- 
pemer GL 2467 SM-DG, Fa. Peters) in einem aus der Leiterplatten- 
Technologie bekannten VorhanggieB-Verfahren aufgebracht, urn eine Schutz- 
schicht for die Oberflache des Substrats zu bilden. Durch die Variat.on der 
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Transportgeschwindigkeitdes Substrata 10 unter dem Lack-Vorhang Iassen 
sich beliebige Dicker, der Schutzschicht im Bereich von etwa 10 - 150 urn er- 



zielen. 
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Nach dem Trocknen des Lackes wird die Schutzschicht mit einem Excimer- 
Laser der Brma Lambda-Physics dutch Laserablation strukturiert. Im Fall von 
Schutzschichten einer Dicke von 15 - 20 um en«ernen 90-150 Pulse a 20 ns 
mft einer Flachenleistung von 600 - 1200 m W den Lack rUckstandsfre, und 
somen for ein oberflachennahes Aufschmelzen der Goldsubsfrate, das vor- 
handene Poren schUedt. die Rauhigkert reduziert und Oberflachenverunre,™- 
gungen beseitigt. Der Laser kann Ober verschiedene Masken verkleinert auf 
dem subset abgebildet werden, wobei die Flachenintenskat der Bestrahlung 
Ober die Abbildungsvorrichtung eingestellt wird. Je nach Maske lessen s,ch so 
verschiedene Geometrie der ablatierten Regionen realisieren. 

Die Figur 2 iilustriert, dass lowohl rechteckige bzw. quadratische Querschnitte 
(Fig. 2(a)), als auch runde Querschnitte, wie in Fig. 2(b) dargestellt, moghch 
. sind. 

Die mit dem Aufschmelzen der Gold-Oberfiache des Substrata 10 verbundene 
Verbesserung der Oberflachenstruktur ist in Fig. 3 il.ustriert. Figur 3 zergt m (a) 
eine AFM^ufnahme einer Gold-Oberfiache, die in einem kreisfdrmigen TeU- 
bereich durch Laserbeschuss aufgeschmolzen wurde, und in Fig. 3(b) e,n Hc- 
nenprofil entlang der Linie B-B von Fig. 3(a). Es is. deutlich zu erkennen, dass 
, durch das Aufschmelzen die Rauhigkeit der Oberflache verringert und d,e 
' Homogenitatderbestrahken Flache erhohtwird. Dies erteichten die nachfol- 
gend beschriebene Anbindung von SondenmolekOlen an die Benetzungsge- 



biete 16. 



30 



Zurockkehrend zu Fig. 1 zeigt Fig. 1(d) die Benetzung der strukturierten Sub- 
strate mittels einer Benetzungsvorrichtung 22 mit Nukleinsaure-Oligomeren ,m 
Pseudo-Kontakt-Druckverfahren. 
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D,e Synthese der Oligonukleotide erfolgt in einem automatischen OligonuMeo- 
tid-Synthesizer (Expedite 8909; ABI 384 DNA/RNA-Synthesizer) gemaR der 
vom Herstellerempfohlenen Syntheseprotokolle for eine 1.0 pmol Synthese. 
Bei den Synthesen mit dem 1-O-Dimethoxytrityl-propyl-disumd-CPG-Trager 
(Glen Research 20-2933) werden die Oxidationssohrffle mlt einer 0.02 mola- 
en lodldsung durohgefOhrt. um eine oxidative Spaitung der DisulfidbrOcke zu 
vermeiden. Modifikationen an der S'-Posltion der Oligonukleotide erfolgen m rt 
einem auf 5 min verlangerten Kopplungsschritt. Der Amino-Modifier C2 dT 
(Glen Research 10-1037) wird in die Sequenzen m* den jeweiligen Standard- 
protokoll eingebaut. Die Kopplungseffizienzen werden wahrend der Synthese 
online Oberdie DMT-Kationen-Konzentration photometrisch bzw. kondukto- 
metrisch bestimmt. 

Die Oligonukleotide werden mit konzentriertem Ammoniak (30%) bei 37 JC 
16 h entschOtzt. Die Reinigung der Oligonukleotide erfolgt mittels RP-HPL 
Chromatographie nach Standardprotokol.en (Laufmittel: 0,1 molarer Jnethy- 
,ammoniumacetat-Puf(er, Acatonltril). die Charakterislerung mittels MALDl- 
TOF MS Die aminmodifizierten Oligonukleotide werden an die entsprechen- 
den aktivierten Fluorophore (z. B. Fluoresceinisothiocyanat) entsprechend der 
dem Faohmann bekannten Bedingungen gekoppelt. Die Kopplung kann so- 
wohl vor als auch nach der Anbindung der Oligonukleotide an die Oberflache 
erfolgen. 

25 Auf das strukturierte Substrat 10 wird doppelt modfflziertes 20 bp Einzel- 
strang-Oligonukleotid der Sequenz 5-AGC GGA TAA CAC AGT CAC CT-3 
( M odffika«on eins: die Phosphatgruppe des 3 Endes 1st mit (HC-Wfe zum P- 
OKCH^S-fCH^rOH verestert ist, Modifikation zwei: an das 5' Ende ,st der 
Flourescein-Modifier Fluore scein-Phosphoramidite (Proglio Biochem,e GmbH) 

30 nach dem jeweiligen Standardprotokol, eingebaut) a te 5x10" molare Losung in 
Puffer(Phosphatpuffer,0,5molarinWasser,pH7)mltZusatzvonoa.10 b,s 

10" mdarem Propanthiol (oder anderen Thiolen oder Disulfiden geergneter 
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Kettenlange) mit Hilfe eines Spotters (Carthesian) aufgebracht (Fig. 1(d)) und 
fur 2 min -24h inkubiert Wahrend dieser Reaktionszeit wird der Disulfidspacer 
P 0-(CH 2 )^S-S-(CH 2 )rOH des Oligonukleotids homolytisch gespalten. Dabe. 
bildet der Spacer mit Au-Atomen der Oberflache eine kovalente Au-S Bindung 
5 aus wodurch es zu einer 1 :1 Koadsorption des ss-Oligonukleotids und des 
abgespaltenen 2-Hydroxy-mercaptoethanols kommt. Das in der Inkubationslo- 
sung gieichzeitig anwesende, freie Propanthiol wird ebenfalis durch Ausb.l- 
dung einer Au-S Bindung koadsorbiert (Inkubationsschritt). Statt des E.nzel- 
strang-Oligonukleotids kann dieser Einzelstrang auch mit seinem Komplemen- 
_10 tarstrang hybridisiert sein. 

For die Belegung mit dem Spotter der Firma Cartesian Technologies (Micro- 
Sys PA) werden Split-Pin Nadeln 22 (Arraylt Chipmarker Pins der F.rma Tele- 
Chem) verwendet, die ein Ladevolumen 24 von 0.2 bis 0.6 uL haben und Vo- 
15 lumina 26 von etwa 1 nL pro Benetzungsvorgang abgeben. Eine Sertenan- 
sicht der Nadel 22 beim Benetzungsvorgang und ein benetztes Benetzungs- 
gebiet 1 6 ist in der Fig. 1 (e) dargestellt. 

Die Kontaktflache 28 der Nadeln 22 hat einen Durchmesser von etwa 130 urn 
20 und ist damit deutlich greyer als die bei der Laser-Ablation freigelegten Benet- 
zungsgebiete 16 des Substrates. Die Positionierung der Nadel Ober dem Sub- 
strat erfolgt mit einer Genauigkeit von 1 0 urn bei einer Luftfeuchtigkeit von et- 
wa 70-80 %. Der Tropfen 26 wird beim Kontakt der Spitze mit der Schutz- 
schicht 14 abgegeben und es kommt zu keiner direkten BerQhrung der Nadel 
25 22 mit der zu benetzenden Oberflache 12 des Substrats 10. Diese Situation .st 
im linken Teilbild der Fig. 1 (e) gezeigt. Nach erfolgter Benetzung ist em Flus- 
sigkeitstropfen 30 auf der Benetzungsstelle 16 des Substrats kontrolliert auf- 
gebracht (rechtes Teilbild der Fig. 1(e)). 

30 Als Anwendungsbeispiel wird nunmehr eine Fluoreszenz-lntensitatsmessung 
am System Au-ss-Oligo-Fluorescein beschreiben. Dazu werden wie oben be- 
schrieben, Benetzungsgebiete 16 auf einem strukturierten Substrat 10 mrt 
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Nukleinsaure-Oligomeren funktionalisiert. Dazu wird ein modifiziertes OI,go- 
nukleotid der Sequenz 5'-Fluorescein-AGC GGA TAA CAC AGT CAC CT-3' 
[C3-S-S-C3-OH] auf Gold immobilisiert (50 pmol Oligonukleptid in Phosphat- 
Puffer (K 2 HP04/KH 2 P0 4 500 mmolar, pH 7), Nachbelegung mit Propanthiol 1 
mM in Wasser) und in der Form Au-SfCH^oligo-Fluorescein die Fluores- 
zenzintensitat der Oberflache mit einem Fluoreszenz-Scanner der F.rma Lav.- 
sion Biotech bestimmt. Zur Messung der Fluoreszenz in Gegenwart von flOss- 
gen Medien werden 150 ul des Mediums auf die Goldoberflache gegeben und 
anschlie&end mit einem Deckglas abgedeckt. Alternate konnen auch Hybr- 
wells oder eine Imaging Chamber verwendet werden. 

Figur 4 zeigt die Schwankungen der Fluoreszenzintensitat mehrerer identi- 
scher Messspots. Die laufende Nummer der Messspots ist auf der Abszisse 
aufgetragen, die in beliebigen Einheiten gemessene Fluoreszenzintensitat auf 
der Ordinate. Bei den Messwerten der Fig. 4(a) sind die Nukleinsaure- 
Oligomere auf herk6mmlich^e Weise gespottet, bei den Werten der F.g. 4(b) 
erfolgte die Benetzung durch das oben beschriebenen Pseudo-Kontakt- 
Druckverfahren der Erfindung. Es ist deutlich zu erkennen. dass die Schwan- 
kungen der Fluoreszenzintensitaten von Messspot zu Messspot durch d.e er- 
) findungsgem^en MaUnahmen gegenuber dem Stand der Technik signifikant 
reduziertwerden. 

,n einem weiteren AusfOhrungsbeispiel wird ein L6tstc P p!ack als Schutzschicht 
verwendet und zur Erzeugung von Benetzungsgebieten mit Zuleitungen fur 
25 fiassige Analyten strukturiert. Mit Hilfe der Laser-Ablation von Lotstopplack- 
Schutzschichten lassen sich neben den einzelnen Benetzungsgebieten auch 
ZuleitungskanalefOr FiUssigkeiten in dicke LStstopplackschichten (be.sp«els- 
weise 100-150 urn) schreiben. 

30 in einem ersten Strukturierungsschritt werden hierbei Qber eine erste Maske 
verschiedene Arten von Kan^len in den Lack geschnitten, wobei sich die T.efe 
dieser Kan.le durch die Anzahl der Pulse einstellen lasst. Eine Kanaltiefe von 
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etwa 80-120 pm wlrd mil etwa 540 - 900 Pulsen (20 ns) des Lasers mit e,ner 
plnenieistung von 600 - 1200 mW erreich,. in einem zwe«en Struktune- 
rung sscbrit> warden dann Ober eine zweite Maske in einzeinen Bere,chen ,n- 
nerhalb der Kanale des erslen Strukturierungsschnttes duroh zusatzl.che La- 
ser-Ba.icntung mft etwa 90-150 Pu.sen (20 ns) der resflicne Lack antfernt 
und so das Substrat freigelagt und aufgeschmolzen. Diese fre,gelegten Sub- 
strain werden nun wie oben besohrieben mU NukleinsSure-Oligomeren 

benetzt. 

Auf einem oben besohriebenen Substrat konnen mabrere jeweils Ober einen 
der Kanale im Latstoppteok verbundene Benetzungsgebiete gez,a m* emem 
Analytan, wie z.B. FlUssigkeiten die potentiei, kompiementare NukJemaaure- 
Oligomere enthaiten in Kontak, gebracht werfen, und son* die for e,na Ana- 
lyse benotigte AnalytflOssigkeit deutlich reduziert werten. 

One Kanaistruktur, die zsTpro Kana, jewells nur einen Teii der freige.ag.en 
Substratstellen verbindet ist eine Anordnung von n iinearan Kanalen, d,e ^ 
we i,s aiie m Benetzungsgebiete einer Spaite ainer <*-^ 
aar Dimension n x m antbaiten, wobai zwaokma^ 10 * n, m * 1000 ,st. Bne 
andere Kanaistruktur. die aile fre.geieg.en Substrain V^^T 
det ist ein einzainer Kanai, der maanderformig aiie freigeiegtan Substrain 
der gieiohmafcigen Banetzungsgabiete-Matnx der Dimension n x m verb,ndet, 
wobai zweokmaBig 10 s n, m S .1000 ist. 



-29- 
Patentanspruche 





5 1 . Verfahren zum Benetzen eines Substrats mit einer FIGssigkeit. mlt den Ver- 
fahrensschritten 

a) Bereitstellen eines Substrats mit einer zu benetzenden Oberfiache; 
10 b) Bereitstellen einer BenetzungsflUssigkeit; 

c) Aufbringen einer Schutzschicht auf das Substrat, die die zu benetzende 
Oberfiache von der Umgebung trennt; 

« d) Strukturieren der. Sobutzsohicht um vorbestimmte Benetzungsgebiete auf 
der zu benetzenden Oberfiache des Substrats freizulegen; und 

e) Aufbringen der BenetzungsflOssigkeit auf die freigelegten Benetzungsge- 
biete mittels einer Benetzungsvorrichtung ohne direkten Kontakt zwischen 
20 der Benetzungsvorrichtung und der zu benetzenden Oberfiache des Sub- 
strats. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , 
dadurch gekennzeichnet, dass 

» als Substrat ein Festkdper aus Kunststoff, Metall, Halbleiter. Glas, Ver- 
bundstoff. porbsem Material Oder aus einer Kombination dieser Materials 
bereitgestelltwird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, 
30 dadurch gekennzeichnet, dass 
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als Substrat ein Festkoper bereitgestellt wird, dessen zu benetzende Ober- 
flache durch eine Siliziumschicht, eine Platinschicht, eine Goldsch.cht, 
durch eine oxidische OberflSche oder ein Gias gebildet ist. 

k verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprQche, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

als Substrat eine makroskopische Festk5rperscheibe, ein Mikro- oder Na- 
nopartikel bereitgestellt wird. 

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprQche, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

a,s BenetzungsflQssigkeit ein rein flQssiger Stoff. eine Losung organ.scher 
und/oder anorganischer Stoffe, eine Emulsion, eine Suspension oder e.ne 
kolloidale L6sung bereitgestellt wird. 

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprQche, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

das Materia! der Schutzschicht so auf das Substratmaterial abgestoaun. 

dass das Schutzschichtmaterial auf der zu benetzenden Substr*- 
oberflache physisorbiert, chemisorbiert oder kovalent, koord.nat* oder 
iiber Komplexbildung gebunden wird. 

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprOche, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

ais Schutzschicht ein positiver oder negativer Photolaok auf das Substrat 
aufgebracht, bevorzugt aufgesproht oder aufgeschleudert wird. 

8. Verfahren nach einem der Ansprache 1 bis 6, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

ais Schutzschicht ein Lotstopplack auf das Substrat aufgebracht wrrd, be- 
vorzugt, dass der Lotstopplack durch Siebdruck, VorhanggieUen oder e,n 
Sprayverfahren aufgebracht wird. 
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9. Vetfahren naoh einem der AnsprOche 1 bis 6, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

als Schutzschicht ein organisches Polymer, insbesondere aus Cellulose, 
Dextran Oder Collagen auf das Substrat aufgebraoht wind, bevorzugt, dass 
das organische Polymer aufgeschleudert Oder duroh Physisorption aufge- 
brachtwird. 

lO.Verfahren nach einem der AnsprOche 1 bis 6, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

als Schutzschicht eine selbstassemblierte Monolage aus crganischen Mo- 
lekOlen aufgebrachtwird. 

H.Verfahren nach Anspruch 10, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

die selbstassemblierte Monolage aufgebrachtwird, indem die organ,schen 
MolekOle in einem wSssrigen oder organischen L6sungsmittel gelost wer- 
den und die Losung in Kontakt mit dem Substrat gebracht w.rd. 

1 2. Verfahren nach Anspruch 1 0 oder 11, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

. als Substrat ein FestkSper bereitgestellt wird, dessen zu benetzende 
Oberflache durch eine Goldschicht gebildet 1st, und dass 

als Schutzschicht eine selbstassemblierte Monolage aus Thiolen, tnsbe- 
sondere der allgemeinen Struktur HS-Spacer-R oder [S-Spacer-R] 2 aufge- 
braoht wird, wobei R eine beliebige Kopfgruppe ist und der Spacer e.ne 
Kettenlange von 1 - 20, insbesondere 1 -14 hat. 

13.Verfahren nach Anspruch 10 oder 1 1 , 
3 dadurch gekennzeichnet, dass 

als Substrat ein Festkoper bereitgestellt wird, dessen zu benetzende 
Oberflache durch eine Silizium- oder P.atinschicht gebildet ist, und dass 
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. als Schutzschicht eine selbstassemblierte Monolage aus Aminen, insbe- 
sondere der allgemeinen Struktur H 2 N-Spacer-R aufgebraoht wird, wobe, R 
eine beliebige Kopfgruppe ist und der Spacer eine Ketteniange von 1-20. 
insbesondere 1-14 hat. 

14.Verfahren nach Anspruch 10 oder 11, 

dadurch gekennzeichnet, dass _ 
- als Substrat ein Festkoper bereitgestellt wird, dessen zu benetzende 
Oberfiache durch eine oxidische Oberfiache oder ein Glas gebildet ist. und 

"als Schutzschicht eine selbstassemblierte Monolage aus Silanen, insbe- 
sondere der allgemeinen Struktur X 3 -Si-S P acer-R aufgebraoht wird, wobe, 
r eine beliebige Kopfgruppe und X = H, CI oder OCH 3 ist und der Spacer 
eine Ketteniange von 1 - 20, insbesondere 1 -14 hat. 

15. Verfahren nach einem der AnsprQche 12 bis 14, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

R = CH 3 , OH, C0 2 H, NH 2 , NH 3 + oder S0 3 ist. 

16. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprQche, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

die Schutzschicht in Schritt c) in Form einer geschlossenen Sch.cht auf d,e 
zu benetzenden Substratoberflache auf gebracht wird. 

17.Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprQche. 
dadurch gekennzeichnet, dass 

die Schutzschicht vollflachig auf die zu benetzende Oberflache des Sub 
strats aufgebraoht wird. 



18.Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprQche, 
dadurch gekennzeichnet, dass 
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die Schutzschicht mittels Laserablation, insbesondere durch Bestrahlung 
von Teilbereichen der Schutzschicht mit kontinuierlicher oder gepulster La- 
serstrahlung einer vorbestimmten Wellenlange strukturiert wird. 

19. Verfahren nach Anspruch 18, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

die Schutzschicht direkt, Qber eine Optik oder Qber eine Maske mit der La- 
serstrahlung beaufschiagt wird, um die Benetzungsgebiete freizulegen. 

20. Verfahren nach Anspruch 18 oder 19, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

durch die Laserstrahlung die zu benetzende Oberflache des Substrats im 
Bereich der Benetzungsgebiete aufgeschmolzen wird. 

21. Verfahren nach ejnem der vorhergehenden AnsprQche, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

die Schutzschicht im Bereich der Benetzungsgebiete ruckstandslos ent- 
fernt wird. 

22. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

die Benetzungsgebiete mit einer charakteristischen Ausdehnung von etwa 
5 um bis etwa 200 pm, bevorzugt von etwa 10 pm bis etwa 100 pm erzeugt 
werden. 

23. Verfahren nach Anspruch 22, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

die Benetzungsgebiete in einem lateralen Abstand von etwa 20 pm bis et- 
wa 500 pm, bevorzugt von etwa 50 pm bis etwa 200 pm erzeugt werden. 



24.Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, dass 
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die Benetzungsgebiete mit im WesentHchen rechteckigem, elliptischem 
oder kreisfSrmigem Umriss erzeugt werden. 

25.Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprOche, 
5 dadurch gekennzeichnet, dass 

oei dem Schritt des Strukturierens der Schutzschicht Zuleitungskanale m 
die Schutzschicht eingebracht werden, um die ZufQhrung einer Analytflus- 
sigkeit zu den freigelegten Benetzungsgebieten zu ermbghchen. 

26.Verfahren nach Anspruch 25, 
| I dadurch gekennzeichnet, dass 

W die Zu.eitungskanaie mit einer Tiefe von 1 0% bis 99%, bevorzugt von 20 /o 
bls 950/c, besonders bevcrzugt von 50% bis 95% der Dicke der Schutz- 
schicht in die Schutzschicht eingebracht werden. 

15 

27.Verfahren nach Anspruch 25 oder 26, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

die freigeiegten Benetzungsgebiete innerhalb der Zu.eiU.ngskan.le ange- 
ordnet sind. 

3 28.Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprOche, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

die Benetzungsvorrichtung eine einzelne Nadei, Kapiilare, Pinzette, e.nen 
einzelnen Ring oder Stempel umfasst. 

15 29.Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprOche, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

die Benetzungsvorrichtung eine Anordnung mehrerer Nadeln. Kaprferen, 
Pinzetten, Ringen, Stempeln, Oder eine Anordnung verschiedener dreser 
30 Elemente umfasst. 
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SO.Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprQche, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

deren iateraie Ausdehnung in zumindest einer Raumnchtung groBe -st, als 
die Iateraie Ausdahnung dar Benetzungsgebiete in dieser Raumnchtung. 

31.Verfahren nach Anspruch 30, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

dia EndflLe dar Benetzungsvorrichtung in beiden Raumrichtungen erne 
grdBara latarala Ausdahnung aufweist als dia Benetzungsgebiete. 

32 Verfahren nach Anspruch 30 Oder 31 , 

r ricrr^as^ * - — «■ T 

an einem Benefzungsgebiet in Kontakt m* der an das Banat- 
zungagabiat angrenzenden Schutzschicht gabracht wird. 

33 Verfahren nach einem der AnsprQche 30 bis 32, 

vorrichtung vollstandig Ober das Benefzungsgebiet un I von Oban -n Kon 
takt mit dar Oberflache dar an das Benetzungsgeb,at angranzandan 
Schutzschicht gabracht wird. 

34.Verfahren nach einem AnsprOche 30 bis 33, 
dadurch gekennzeichnet, daas 

dia Endflache dar Benetzungsvorrichtung m* einer Genaurgkart (Ax Ay) la 
teral Ober einer atrukturierten Schutzschicht positionierbar .St. und i die Be- 
; Ingsgabiete mK ainer charakteristischan iateraian Ausdehnung 
, T v ,) erzaugt warden, die urn zumindest die P ositioniargenau,gke,t 
) (x spo t.yspot; erzeuyi wci PnHflache der 

(Ax, Ay) klainer ist, als die laterale Ausdehnung (*».*») der Endfiache 

Benetzungsvorrichtung. 
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35.Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprQche, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

als BenetzungsflQssigkeit modifizierte Nukleinsaure-Oligomere in wassnger 
LSsung aufgebracht werden, wobei die Nukleinsaure-Oligomere mit e.ner 
Oder mehreren reaktiven Gruppen modifiziert sind und zumindest e.ne re- 
aktive Gruppe fQr eine direkte Reaktion mit der zu benetzenden Oberflache 
des Substrats ausgelegt ist. 

36. Verfahren nach Anspruch 35, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

die Nukleinsaure-Oligomere mit einem Fluorophor modifiziert sind. 

37. Verfahren nach Anspruch 35 oder 36, 
15 dadurch gekennzeichnet, dass 

die Nukleinsaure-Oligomere in wassriger Losung mit einem Detergenz auf- 

gebracht werden. 

SS.Vorrichtung zur Durchfuhrung des Verfahrens nach einem der vorherge- 
20 henden AnsprQche. 

39.Vorricht U ng nach Anspruch 38, mit einer Benetzungsvorrichtung, deren 
Endflache mit einer PosHioniergenauigkeit von weniger als 50 um. bevor- 
zugt von weniger als 10 um lateral Ober einer strukturierten Schutzschicht 
25 positionierbar ist. 

FlQssigkeitsbenetztes Substrat, herstellbar nach einem der AnsprQche 1 bis 



40. 
37 
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Zusammenfassung 



Bn Verfahren zum Benetzen eines Substrata mit einer FlOssigkeit umfasst die 
Verfahrenaschritte 

a) Bereitstellen eines Substrata mit einer zu benetzenden Oberflache; 

b) Bereitstellen einer BenetzungsflQssigkeit, 

c) Aufbringen einer Schutzschicht aut das Substrat, die die zu benetzende 

Oberflache von der Umgebung trennt; 

d) Strukturieren der Schutzschicht, urn vorbestimmte Benetzungsgebiete auf 
der zu benetzenden Oberflache des Substrata freizulegen; und 

e) Aufbringen der Benetzungsflussigkeit auf die freigelegten Benetzungsge- 

biete nVrttels einer Benetzungsvorrichtung ohna direkten Kontakt zwtschen 
der Benetzungsvorrichtung und der zu benetzenden Oberflache des Sub- 

strats. 

Die Erfmdung enthalt auch ein solchermafcenh erstellbares Substrat. 



Fig. 1e) 



1/4 




Signifikante 




This Page is Inserted by IFW Indexing and Scanning 
Operations and is not part of the Official Record 



BEST AVAILABLE IMAGES 



Defective images within this document are accurate representations of the original 
documents submitted by the applicant. 

Defects in the images include but are not limited to the items checked: 

□ BLACK BORDERS 

□ IMAGE CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 

□ FADED TEXT OR DRAWING 

□ BLURRED OR ILLEGIBLE TEXT OR DRAWING 

□ SKEWED/SLANTED IMAGES 



O LINES OR MARKS ON ORIGINAL DOCUMENT 

□ REFERENCE(S) OR EXHIBIT(S) SUBMITTED ARE POOR QUALITY 

□ OTHER: . 



IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 
As rescanning these documents will not correct the image 
problems checked, please do not report these problems to 
the IFW Image Problem Mailbox. 




COLOR OR BLACK AND WHITE PHOTOGRAPHS 



□ GRAY SCALE DOCUMENTS 




